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Bevezetés 
 
Hazánkban a talajalgákkal foglalkozó kutatások a múlt század első felében in-
dultak Fehér Dániel (FEHÉR, 1936; FEHÉR & FRANK, 1936) főként erdei talajok 
algatartalmának és a talajalgák fényigényével kapcsolatos vizsgálataival, majd Kiss 
István az időjárási tényezők talajalgákra gyakorolt hatásainak értékelésével (KISS, 
1968) és P. Komáromy Zsuzsanna nemzetközileg is nagy jelentőségű talaj algaflóra 
kutatásaival (KOMÁROMY, 1976, 1983, 1985).  
A talajok algaközössége számos abiotikus környezeti tényező és biotikus köl-
csönhatás bonyolult összjátéka szerint működik, melynek szabályai még ma sem 
tisztázottak kellőképpen. A talajok algaközösségét befolyásoló legfontosabb ténye-
zők az életmód, a fény, a nedvesség, a hőmérséklet, a pH és a felvehető tápanyag-
tartalom (LEPOSSA, 2002). Hazai talajokra vonatkozóan kvantitatív algológiai vizs-
gálati eredményekről mindössze két forrás ad számot (FEHÉR, 1936; LEPOSSA & 
ÖRDÖG, 2006). Nemzetközi viszonylatban is meglehetősen kevés adat áll rendelke-
zésre, amelyek az alkalmazott módszerek sokfélesége miatt is nehezen összevethe-
tők. A talajalgák kvantitatív értékelésére – hasonlóan a mikroszkopikus gombák és 
baktériumok vizsgálataihoz – indirekt és direkt sejtszámlálási módszerek állnak 
rendelkezésre. A közvetett sejtszámlálási módszerek közül a hígított tenyészetek 
módszere és az MPN-módszer eszköz-, idő- és munkaigényességükön túl azt a hibát 
is magukban hordozzák, hogy a tápközeg összetétele és a tenyésztési körülmények 
hatására egyes fajok kiszorulnak, míg mások uralkodóvá válhatnak, torzítva a szám-
lálás eredményét. A klorofill-a extrakciós módszer azt veszi alapul, hogy mind az 
eukarióta algák, mind a prokarióta cianobaktériumok sejtjei tartalmaznak a-
klorofillt. Bár a módszer maga egyszerű és gyors, használatával durva becslést ka-
punk csupán, és a módszer nem teszi lehetővé az egyes taxonok elkülönített méré-
sét. Ráadásul a talaj klorofill-a tartalmú növénymaradványai is befolyásolják az 
eredményt.  
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A közvetlen sejtszámlálási módszerek közé tartozó vizes talajszuszpenzióból 
történő fénymikroszkópos számlálásnál az algasejteket még 400-szoros nagyítás 
mellett is meglehetősen nehéz, gyakran lehetetlen elkülöníteni a talajszemcséktől és 
a szuszpenzió egyéb elemeitől.  
Az előző módszerekhez viszonyítva a klorofill-a autofluoreszcencián alapuló 
mikroszkópos sejtszámlálás lényegesen gyorsabb és nagyobb pontosságú. A mód-
szer azon alapul, hogy az algasejtek klorofilltartalma megfelelő hullámhosszúságú 
gerjesztő fény hatására vörös színt emittál, mely révén azok könnyen észrevehetők 
a sötét háttérben, és jól elkülönülnek a nem gerjesztődő, vagy gerjesztve más színt 
emittáló ásványi anyagoktól és szerves törmeléktől. A fluoreszkáló sejtek jól kiraj-
zolódó körvonala az egyes taxonok könnyű felismerését, a fonalak és kolóniák sejt-
szám-becslését is lehetővé teszi. A módszer talán egyetlen hátránya, hogy a vizsgá-
latot végző szemét erősen igénybe veszi, de azt is meg kell említeni, hogy a mód-
szerrel csak a méréskor aktív anyagcseréjű sejtek értékelhetők (TSUJIMURA et al., 
2000).  
A fluoreszcens jelek detektálásának évtizedek óta ismert automatizált, nagy se-
bességű eszköze az áramlási citometria, amelyet ma már széles körben alkalmaz-
nak. Az automatizált sejtértékelés és számlálás citométerrel nagyságrendekkel gyor-
sabb és precízebb a mikroszkópos módszerekkel összehasonlítva (SHAPIRO, 1995; 
ROBINSON et al., 1997; VEAL et al., 2000). A hidrobiológusok is régóta sikerrel 
alkalmazzák algológiai vizsgálatokhoz (OLSON et al., 1985). Ennek során az egyes 
taxonok (eukarióta algák, ill. cianobaktériumok) jól elkülöníthetők az eltérő 
pigmenttartalomnak köszönhető jellegzetes autofluoreszcenciájuk alapján: a kloro-
fill-a vöröses színe eltér a csak a cianobaktériumokra jellemző fikoeritrintől, amely 
inkább narancssárga színnel fluoreszkál (GIVAN, 2001). Ez az analitikai módszer 
tette lehetővé új algataxonok, pl. az óceánok és tengerek pikoalgáinak felfedezését 
is (CHRISHOLM et al., 1988), talajbiológiai alkalmazása még csak a kezdeteknél tart.  
A talajminták mikrobiológiai elemzése során napjainkig jellemzően főleg a bak-
tériumok vizsgálatára koncentráltak, DNS-festékek alkalmazásával (RESINA-
PELFORT et al., 2003). Az algasejtek autofluoreszcens jeleik alapján a talaj vizes 
szuszpenziójában közvetlenül is detektálhatók, áramlási citométerrel.  
LENTENDU és munkatársai (2013) ezt az analitikai megközelítést alkalmazta ta-
lajok egysejtű eukarióta algaflórájának és mikroszkopikus gombaflórájának elemzé-
sére. A két sejtcsoportot a klorofill-a autofluoreszcencia intenzitása alapján különí-
tették el. Megközelítésük elvileg tovább bővíthető a cianobaktériumok autofluoresz-
cens pigmentjeinek egyidejű detektálásával. A talajszuszpenziók vizsgálatán alapu-
ló automatizált módszer kidolgozása nagy előrelépést jelentene a talaj 
fotoszintetizáló mikroszervezeteinek közvetlen detektálásában és az algák talaj-
ökoszisztémában betöltött szerepének jobb megismerésében.  
Jelen előkísérletünkben Ramann-féle barna erdőtalajon, négy növénykultúrából 
(őszi búza, bíborhere, kukorica és szója) gyűjtött talajminták cianobaktérium- és 
eukarióta mikroalga sejtszám meghatározását végeztük el. Célunk az áramlási 
citometria alkalmazhatóságának, technikai korlátainak megismerése volt, továbbá 
előzetes eredményeket kívántunk gyűjteni későbbi, nagyobb volumenű algológiai 
vizsgálatok kísérlettervezésének hatékonyabbá tétele érdekében. 
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Anyag és módszer 
Mintagyűjtés és -előkészítés 
Keszthelyen, a Pannon Egyetem Georgikon Kar kísérleti területén (É: 46,74°, 
K: 14,24°) négy növénykultúra, őszi búza (Triticum aestivum, „Mulan”), bíborhere 
(Trifolium incarnatum, „Lovászpatonai”), kukorica (Zea mays, „P9175”) és szója 
(Glycine max, „Aires”) kezeletlen parcelláinak 0–5 cm-es talajrétegből 2013 júliu-
sában talajmintát vettünk hat ismétlésben; mindegyik minta három leszúrásból 
származott.  
A talaj típusa Ramann-féle barna erdőtalaj, homokos vályog fizikai féleségű 
felső művelt réteggel (21% agyagtartalom, 0,87% szervesszén-tartalom). A mű-
anyag tasakokba gyűjtött mintákat a laboratóriumba érkezést követően alaposan 
átkevertük, majd mértük a minták nedvességtartalmát és desztillált vizes pH-ját.   
A citométeres vizsgálatokhoz bemért 10 g friss talajt 250 ml térfogatú, alufóliá-
val lezárt lombikban egy éjszakán át sötétben, hűtve (4 °C) tároltuk. Másnap a min-
tákból 10 g friss talaj/ 100 ml desztillált víz koncentrációjú szuszpenziót készítet-
tünk, melyet ultrahangos kádban homogenizáltunk (50 Hz, 280 sec.) és alapos átke-
verés után, fél perc ülepedési időt követően a felszín alól kivett kb. 900 μl szusz-
penziót 30 μm-es szűrőn (Partec CellTrics) szűrtük át. Ezt követően a szűrlet aktív 
algasejt-tartalmát áramlási citométerrel mértük.  
Áramlási citometria 
A mérésekhez Beckman Coulter FC-500 citométert használtunk (szoftver: FC-
500 CXP), mintánként öt perc futtatási idővel, “LOW” (10 L·perc
-1
) mintaáramlá-
si sebességgel. A gerjesztéshez 488 nm hullámhosszúságú Ar ion (20 mV) lézert 
alkalmaztunk.  
A fikoeritrin jelét az FL 2 (575 nm BP), a klorofill-a jelét pedig az FL 4 (675 nm 
BP) fluoreszcens detektorokkal lineáris módban rögzítettük. A szűrletben található 
talajszemcsék, törmelék stb. és az aktív algasejtek megkülönböztetésére a klorofill-a 
autofluoreszcencia szignált alkalmaztuk diszkrimináló paraméterként, így csak 
azokat az eseményeket rögzítettük, amelyek pozitív klorofill-a autofluoreszcenciát 
mutattak. 
Adatelemzés 
Az LMD formátumban tárolt adatfájlokat Flowing 2.5.1. (www.flowing.com) 
ingyenes szoftverrel elemeztük.  
Az eredményeket nemparaméteres Kruskal–Wallis ANOVA és post hoc Mann–
Whitney U-próbával értékeltük, Statistica for Windows 8.0 szoftverrel.  
A műszer által az öt perc futtatási idő alatt rögzített eseményszámból következ-
tettünk a talaj nedvességtartalmával korrigált alga sejtszám-értékeire. 
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Eredmények 
 
A felszíni öt centiméteres rétegből gyűjtött talajminták nedvességtartalma kuko-
rica, búza és a szója kultúrákban 6,3±1,1; 5,1±0,6 és 5,5±0,6 m/m% volt, a legna-
gyobb nedvességtartalmat (10,1±1,7 m/m%-ot) a bíborhere talaja mutatott (át-
lag±szórás). A friss talajminták vizes oldata a kukorica és a szója talajában lúgos 
(pH = 8,6±0,02, ill. 8,6±0,05), a búza talajában (pH = 7,4±0,02) semleges, a bíbor-
here talajában (pH = 6,7±0,14) gyengén savanyú kémhatást adott (átlag±szórás). 
 
 
 
1. ábra 
Az eukarióta alga (R1) és a cianobaktérium (R2) sejtcsoportok megjelenése a klorofill-a és a 
fikoeritrin autofluoreszcencia intenzitás értékek alapján az őszi búza, bíborhere, kukorica és 
szója talajának vizes szuszpenziójában 
 
A citométeres ábrákon – megfelelő beállítások után – jól elkülönülő sejtpopulá-
ciók jelentek meg (1. ábra).  
A kétdimenziós citogramokon az eukarióta algák magas klorofill-a és alacsony 
fikoeritrin autofluoreszcenciát mutattak (R1 régió). A cianobaktériumok magas 
fikoeritrin autofluoreszcenciával (FL2 az x-tengelyen), és magas klorofill-a auto-
fluoreszcenciával (FL4 az y-tengelyen) jelentek meg. 
A műszer által rögzített eseményeket elemezve – a prokarióta-eukarióta arányt 
tekintve – valamennyi mintában a cianobaktériumok domináltak. A kukorica és a 
szója talajában legalább 80%-os jelenléttel és a másik két kultúra talajában is 60–
70%-os aránnyal (2. ábra).  
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2. ábra 
A becsült átlagos összes algasejtszám, illetve a prokarióta (CB) és az eukarióta (EU) alga 
sejtszám-arány a kukorica (k), a bíborhere (h), az őszi búza (b) és a szója (s) vizsgált  
0–5cm-es talajrétegében (Keszthely, 2013 (n = 6)) 
 
Összességében is a kukorica és a szója talajában detektáltuk a legnagyobb alga 
jelenlétet (2,4·10
5
 ill. 1,9·10
5
 sejt·g
-1
 száraz talaj). A búza talajában pedig a legke-
vesebbet, alig 50%-ot a kukorica talajához viszonyítva (1,1·10
5
 sejt·g
-1
 száraz talaj). 
A cianobaktériumok becsült sejtszámát tekintve a kukorica és a szója talajában 
jelentősen (p<0,05) nagyobb abundancia mutatkozott a bíborhere és az őszi búza 
talajához viszonyítva  (3A. ábra).  
A kukorica- és szója talajának becsült eukarióta algasejtszáma közötti különbség 
szignifikáns (p<0,05) – a kukorica javára (3B. ábra).  
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3. ábra 
A becsült (A) cianobaktérium (CB) és (B) eukarióta alga (EU) sejtszámok 1g száraz talajra 
vonatkoztatva a kukorica (k), a bíborhere (h), az őszi búza (b) és a szója (s) vizsgált  
0–5cm-es talajrétegében (Keszthely, 2013 (n = 6)) 
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Következtetések 
 
A bíborhere talajának nagyobb nedvességtartalmát magyarázhatja, hogy a talaj-
minta-gyűjtés a betakarítás után egy nappal történt. Addig a növényzet teljes talaj-
borítottságot biztosított a mintázott területen, míg a többi növénykultúránál a fedet-
len sorközökből vettük a mintákat. 
Korábbi tanulmányok igazolták (SHTINA, 1969; HUNT et al., 1979; SUKALA & 
DAVIS, 1994), hogy lúgos kémhatású talajokban gyakoribb a cianobaktériumok 
előfordulása. Jelen vizsgálatban – bár valamennyi talajminta esetében a fikoeritrin 
tartalmú sejtcsoport képezett túlnyomó többséget, legalább 60%-os aránnyal –, a 
kukorica és a szója lúgos kémhatású talajában jelentősen nagyobb cianobaktérium-
abundanciát és arányt mértünk. Az eredmények hasonlóságot mutatnak az azonos 
talajtípuson korábban végzett fluoreszcens mikroszkópos sejtszámlálási adatainkkal 
(LEPOSSA & ÖRDÖG, 2006).  
Jelen munka kiegészítő adatokat szolgáltat a hazai talajok alga-flórájának meny-
nyiségére vonatkozóan. A talajvizsgálatokhoz alkalmazott áramlási citometria, 
hiánypótlóként, nélkülözhetetlen eszköz lehet a talajok gyors kvantitatív mikrobio-
lógiai vizsgálatához, különös tekintettel a fotoszintetizáló szervezetekre. A talajok 
baktériumközösségeinek áramlási citometriás detektálásáról több közlemény is 
megjelent (pl. RESINA-PELFORT et al., 2003). A DNS-festékek alkalmazásával ez a 
sejtanalitikai technika kiterjeszthető a baktériumok egyidejű analízisére is, így to-
vábbi adatokat nyerhetünk a klasszikus baktériumos csíraszám vizsgálatok eredmé-
nyei mellett (BIRÓ, 2006). 
Az általunk használt áramlási citométerrel ugyanakkor a 30 µm-nél nagyobb 
méretű sejtkolóniák, fonalak, valamint a talajszemcsék felületén biofilmet képező 
algák és baktériumok közvetlenül nem vizsgálhatók. WHITELEY és munkatársai 
(2003) szerint a módszer e hiányosságát a műszer talajalgológiai alkalmazásánál 
figyelembe kell venni. A minták előszűrésére azért van szükség, mert a nagyobb 
méretű talajaggregátumok, algatelepek stb. a citométer eltömődését okozhatják (az 
általunk használt műszer gyártója a mérési tartomány felső határaként 40 µm átmé-
rőt javasol – Beckman Coulter Inc. technikai információ). Speciális áramlási 
citométerekkel lehetséges nagyobb elemek, így algatelepek analízise is, de ezek a 
műszerek meglehetősen drágák, és a legtöbb egyetemi, kutatóintézeti sejtanalitikai 
laboratóriumban úgynevezett asztali áramlási citométerek állnak csak rendelkezés-
re. A módszer rutinszerű alkalmazásának terjedése – gyorsasága és megbízhatósága 
miatt – a talajbiológiai vizsgálatokban is várható; amely folyamatot azonban a mű-
szer beruházási költsége és szakember-igénye lassíthatja.  
 
 
Összefoglalás  
 
A talajokban élő cianobaktériumok és eukarióta algák edafonban betöltött szere-
pe kulcsfontosságú. Eddig megismert kölcsönhatásaik a talaj más szervezeteivel és 
a magasabb rendű növényekkel, valamint hozzájárulásuk a talajok 
mikroszerkezetének kialakulásához és a nitrogénellátáshoz a legismertebbek.  
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A talajalgák mennyiségi és minőségi kimutatására meglehetősen kevés közvet-
len és közvetett sejtszámolási módszer és adat áll rendelkezésre.  
Jelen munkánkban Ramann-féle barna erdőtalajon őszi búza, bíborhere, kukori-
ca és szója parcellákból gyűjtött talajminták cianobaktérium- és eukarióta mikroalga 
sejtszám vizsgálatát végeztük el egy – ezen a téren még újnak számító – nagysebes-
ségű, automatizált sejtanalitikai módszer, az áramlási citometria alkalmazásával.  
A négy növénykultúrából 2013 júliusában, Keszthelyen, a felszíni öt centiméte-
res talajrétegből hat ismétlésben vett talajmintákból vizes szuszpenziót készítettünk, 
majd mértük azok aktív algasejt-tartalmát. A cianobaktériumokat és az eukarióta 
algákat klorofill-a és fikoeritrin autofluoreszcencia alapján különböztettük meg a 
szuszpenzió egyéb elemeitől. A mérésekhez Beckman Coulter FC–500 áramlási 
citométert használtunk, mintánként öt perc futtatási idővel. A műszer által rögzített 
eseményszámból következtettünk az algasejtszám-értékekre. 
A citométeres ábrákon – megfelelő beállítások után – jól elkülönülő alga sejtpo-
pulációk jelentek meg. Valamennyi mintában a cianobaktériumok domináltak, leg-
alább 60%-os aránnyal. A kukorica talajában mutattuk ki a legnagyobb alga jelenlé-
tet (2,4·10
5
 sejt·g
-1
 száraz talaj), míg a búzáéban a legkevesebbet, alig 50%-ot 
(1,1·10
5
 sejt·g
-1
 száraz talaj). A cianobaktériumok becsült sejtszámát tekintve a 
kukorica és a szója talajában jelentősen nagyobb abundancia mutatkozott a bíborhe-
re és őszi búza talajához viszonyítva. Szignifikáns különbséget találtunk a becsült 
eukarióta alga sejtszámban a kukorica- és szója talaja között, a kukorica javára.  
Eredményeink igazolták, hogy az áramlási citometria megfelelő és hiánypótló 
módszer lehet a talajok kvantitatív mikrobiológiai vizsgálatai során, különös tekin-
tettel a fotoszintetizáló szervezetekre. 
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Summary  
 
Cyanobacteria and eukaryotic algae have a key role in soil ecosystems. Their inter-
actions with other organisms in the soil and higher plants are well-known, as is their 
contribution to the development of the soil microstructure and to the nitrogen supply. In 
spite of their importance, only a few direct and indirect cell counting methods and data 
are available for the quantitative and qualitative detection of soil algae.  
In this work we used an automatized high speed cell analysis approach, flow 
cytometry for the direct detection and quantitative analysis of cyanobacteria (CB) and 
eukaryotic microalgae (EU) from Ramann-type brown forest soil, under four crop cul-
tures (winter wheat, crimson clover, corn and soybean) in Keszthely (Hungary). In July 
2013 six individual soil samples per crop culture were collected from the top 5 cm soil 
layer. After the moisture content and pH of the fresh soil samples were measured, 10g·/ 
100 ml aqueous suspensions were prepared and filtered (30 μm) before the active algal 
cell contents were measured. Cyanobacteria and eukaryotic algae were distinguished 
from each other and from the other components of the soil suspension on the basis of 
chlorophyll-a and phycoerythrin autofluorescence. Measurements were performed with 
a Beckman Coulter FC 500 flow cytometer and the data files were analyzed with the 
Flowing 2.5.1 free software. Kruskal-Wallis ANOVA and post hoc Mann-Whitney U-
test were used for statistical analysis using Statistica for Windows 8.0 software.  
The cytograms showed distinct cell populations. The soil moisture contents varied 
between 5.1-6.3% with the exception of crimson clover, where the value was 10.1% due 
to the better surface coverage of this crop. Soil pHH2O varied between 6.7 and 8.6. Algal 
cell numbers were calculated in terms of 1 g dry soil from the events detected by the 
flow cytometer, and corrected with the soil moisture contents. Cyanobacteria were dom-
inant in all the samples making up at least 60% of the total algal cell numbers. Soil 
samples under maize showed the highest algae presence (2.4·105 cells/ g dry soil), and 
wheat soil the lowest, less than 50% of that measured for maize soil. The estimated 
numbers of cyanobacteria were significantly higher in maize and soybean soil than in 
crimson clover and winter wheat soils. Significant (p<0.05) differences between the 
estimated eukaryotic algal cell numbers could only be detected between the maize and 
soybean soils, in favor of maize. 
The results indicated that flow cytometry may be appropriate tool for quantitative 
microbiological tests, particularly from the point of view of photosynthetic participants 
in the soil microflora.  
Fig. 1. Detected colonies of cyanobacteria (rounded area) and eukaryotic algae 
(marked with arrow) in the cytograms recorded for aqueous suspensions of the soils 
under maize, crimson clover, winter wheat and soybean.  
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Fig. 2. Estimated average total algal cell numbers with the ratio of cyanobacteria 
(CB) and eukaryotic (EU) algae in the 0–5 cm soil layer under crops ofmaize (k), crim-
son clover (h), winter wheat (b) and soybean (s), Keszthely (Hungary), 2013 (n=6). 
Fig. 3. Estimated (A) cyanobacterial – CB; (B) eukaryotic algal  cell numbers in 
terms of 1 g dry soil, in the  0–5cm soil layer under maize (k), crimson clover (h), win-
ter wheat (b) and soybean (s), Keszthely (Hungary), 2013 (n=6). 
 
